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MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium 
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OATP Organic anion transporting polypeptide 
OCT Organic cation transporter 
OCTN Novel organic cation transporter 
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PBS Phosphate buffered saline 
PMAT Plasma membrane monoamine transporter 
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RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction 
S.E. Standard error 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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atenolol は、アドレナリン ß1 受容体選択的遮断薬であり、本態性高血圧や狭心症、不整脈
といった心血管疾患に用いられる経口薬である 1-3)。本薬は、1976 年にイギリスにおいて承
認され、その後、1983 年に本邦で承認された薬剤であるが、2011 年のアメリカにおける
atenolol の処方量は、ß 遮断薬の処方量の中で metoprolol に次ぐ二位であり 4)、また、その安
全性及び費用対効果等が評価され、世界保健機構（WHO）の選定する essential medicines list
にも選ばれているなど 5)、今もなお重要な薬剤となっている。 
水溶性 ß 遮断薬に分類される atenolol は、分子内に極性基のアミド基等の高極性構造を持
つため、水溶性が高く、油水分配係数は 0.015 と低い 6,7)。また、pKa が 9.6 である 2 級アミ


























Fig. 1. Structure of Atenolol. 
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ては、atenolol と同じ ß 遮断薬である talinolol や celiprolol、ヒスタミン H1 受容体遮断薬で
ある fexofenadine などが報告されている 14-19)。 
FJ による atenolol の吸収低下は、相互作用の特徴としてはトランスポーターの阻害によ
るものに合致している。そこで、これまで、paracellular 経路によると考えられてきている
atenolol の腸管吸収について、トランスポーターの関与及びそのトランスポーターを阻害す
る FJ 成分（フラボノイド類）の存在を新たな仮説として考え、atenolol の腸管吸収に関わる
トランスポーターを探索し、さらにフラボノイド類等による阻害の可能性を探ることに取




以上のような背景をもとに、本研究では、小腸に発現する organic cation transporter 1






















adenosine 5’-monophosphate-actvated protein kinase を活性化することで糖新生を抑制し、血糖
降下作用を示す 23)。よって、metformin が薬効を発現するためには肝臓への分布が重要であ
るが、OCT1 の機能低下を引き起こす遺伝子多型を持つ患者において、metformin の肝臓へ
の分布が低下することが報告されている 24)。また、片頭痛治療薬である sumatriptan も OCT1




























探索を行った（Table 1）。HEK293 細胞に候補トランスポーターを一過性導入し、atenolol（100 
nM）の細胞内取り込みを評価した。その結果、OCT1 を導入した細胞において、mock 細胞
と比較して、atenolol の取り込みの著しい増大がみられ、OCT1 の高い atenolol 輸送活性が示
唆された（Fig. 3）。OCT2 も atenolol 輸送活性を示したが、OCT1 の輸送活性よりは低かっ
た。OCT3、novel organic cation transporter 1（OCTN1）、OCTN2 の導入細胞では、mock 細胞
と比べて atenolol 取り込みに変化はなく、これらのトランスポーターには atenolol 輸送活性
はないものとみられた。OATP1A2 及び OATP2B1 は有機アニオントランスポーターである
が、いくつかの ß 遮断薬に対する輸送活性が報告されているため、検討対象に加えた。しか
し、atenolol 輸送活性は見られなかった。OCT1 と OCT2 に atenolol 輸送活性が見出された
が、小腸でのカチオン性薬物等の動態に関して、OCT1 の関与が示唆され、その役割が注目
されつつある一方で、腎臓における主要な有機カチオントランスポーターとして知られる
OCT2 の実質的な寄与は小さいとみられている。これに加え、OCT1 が OCT2 よりも高い
















Fig. 3. Screening of Candidate Transporters for Atenolol in HEK293 Cells Transiently 
Expressing Each of Them  
Data are presented as mean ± S.E. (n = 3), where the experiments were triplicated in a preparation 
of cells. The uptake of [3H]atenolol (100 nM) was evaluated for 3 min at 37ºC and pH 7.4. * p < 




1-3. OCT1 の消化管における組織分布 
 
 OCT1 の消化管における mRNA レベルでの組織分布を RT-PCR により確認した。OCT1 の
主要発現臓器は肝臓であることから、肝臓をポジティブコントロールとし、また、発現の低
い腎臓をネガティブコントロールとして検討した。その結果、肝臓と比較してその発現レベ
ルは低いが、十二指腸、空腸、回腸、結腸において、OCT1 の mRNA の発現が認められた
（Fig. 4）。 
 
Fig. 4. RT-PCR Analysis for the Expression of the mRNA of OCT1 in Human Tissue 
PCR conditions were as follow: 95ºC for 2 min; 30 cycles of 1)95ºC for 20s, 2)55ºC for 20s, and 






1-4. OCT1 安定発現細胞での OCT1 の atenolol 輸送機能特性 
 
 OCT1 による atenolol 輸送について詳細に検討するべく、OCT1 を安定発現させた MDCKII
細胞を樹立し、機能解析を行った。まず、atenolol（100 nM）の取り込みの時間推移を検討
した結果、mock 細胞と比較して高い atenolol 取り込みが認められたことにより、HEK293 細
胞一過性発現系での結果と一致し、OCT1 の atenolol 輸送活性が確認できた。OCT1 による
atenolol の細胞内取り込み量は 3 分まで時間に比例して増大し、その後、平衡化した（Fig. 
5A）。これに基づき、OCT1 による atenolol の初期取り込みを評価するべく、以降の取り込
み時間は 3 分と設定した。 
 続いて、OCT1 による atenolol 輸送機能特性の評価を進めた。まず、細胞外 pH の影響に
ついて検討した結果、OCT1 による atenolol（100 nM）の細胞内取り込みは、細胞外 pH を
7.4 から 5.5 へ低下させることで減少し、pH 依存性を示した（Fig. 5B）。次に、膜電位の影
響を検討した。静止膜電位の形成に関与する tandem pore domain K＋チャネルの阻害剤であ
る BaCl2 を含む緩衝液中で細胞をインキュベーションすることで、細胞膜を脱分極させるこ
とができるため 31,32,33)、取り込み溶液に BaCl2（10 mM）を添加し、影響を検討した。その
結果、OCT1 による atenolol 取り込みは大きく減少し、膜電位依存性が認められた（Fig. 5C）。
これらの atenolol 輸送機能特性（pH 依存性及び膜電位依存性）は、これまでに報告されて
いる OCT1 の輸送機能特性と合致していた。さらに、比較のため、OCT1 の典型的基質であ
る MPP+に対する OCT1 の輸送機能特性評価も行った。OCT1 による MPP+取り込みは、pH
を 7.4 から 5.5 に低下させることで、56.6 ± 3.7 fmol/min/mg protein から 21.5 ± 1.0 fmol/min/mg 
protein へ有意に低下した。また、BaCl2 の添加によって細胞膜を脱分極させることで、98.1 
± 1.5 fmol/min/mg protein から 42.6 ± 0.9 fmol/min/mg protein へと有意に低下した。このよう
に、OCT1 による atenolol 輸送と同様の pH 依存性及び膜電位依存性を示した。 
 OCT1 による atenolol 輸送の濃度依存性について検討した結果、トランスポーターによる
輸送の特徴である飽和性が認められた。この飽和性輸送は Michaelis-Menten 型の担体輸送モ
デルに適合し、Michaelis 定数（Km）は 3.08 mM、最大輸送速度（Vmax）は 4.00 nmol/min/mg 








1-5. OCT1 による atenolol 輸送に対するフラボノイド類及び各種薬物等の影響 
 
 atenolol と FJ の相互作用において、AJ が最も強く atenolol の吸収を阻害することから、
AJ中に多く含まれるフラボノイド配糖体のアグリコンであるphloretin（ジヒドロカルコン）、
及び quercetin（フラボノール）に着目し 34)、OCT1 による atenolol 輸送に対する阻害効果を




（Fig. 6B）。Vmax の変化から算出された阻害定数（Ki）は、phloretin で 38.0 µM、quercetin で
48.0 µM であった。 
 








None (control) 3.08 ± 0.17 4.00 ± 0.22 N.A. 
Phloretin (50 µM) 3.04 ± 0.26 1.71 ± 0.12* 38.0 
Quercetin (50 µM) 3.46 ± 0.78 1.63 ± 0.55* 48.0 
Mean ± S.E. (n = 3 from different preparations); specific uptake of atenolol by OCT1 stably expressed 
in MDCKII cells for 3 min at 37°C and pH 7.4 in the presence of a flavonoid (50 µM) or in its absence; 
Ki with the assumption of non-competitive inhibition; N.A., not applicable; *, p < 0.05. 
 
また、phloretin 及び quercetin の濃度に依存した atenolol 輸送阻害の解析による 50%阻害濃
度（IC50）は、それぞれ、28.4 µM 及び 35.3 µM と得られ、Ki と同等であった（Table 3 and 
Fig. 6C）。 
 
Table 3. IC50 Value of Phloretin and Quercetin 
for Atenolol Uptake by OCT1 
Inhibitor IC50 (µM) n 
Phloretin 28.4 ± 4.6 1.1 ± 0.1 
Quercetin 35.3 ± 9.1 1.3 ± 0.2 
Mean ± S.E. (n = 3 from different preparations); specific 
uptake of [3H]atenolol (100 nM) by OCT1 stably 
expressed in MDCKII cells for 3 min at 37°C and pH 
7.4 in the presence of a varied concentration of 
flavonoid or in its absence. 
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OCT1 による atenolol 輸送に対する各種フラボノイド類の阻害効果をさらに把握するため、
phloretin 及び quercetin の他、それぞれの配糖体である phlorizin 及び quercetin-3ß-D-glucoside
（Q-D-glc）、AJ 中に含まれている kaempferol、OJ 中に含まれる hesperetin 及びその配糖体で
ある hesperidin19,34)、漢方薬に用いられる生薬である黄芩に含まれる baicalin 及びそのアグリ
コンである baicalein35)について検討を行った（Fig. 7A）。その結果、kaempferol が 10 µM の
濃度で阻害効果を示した。phlorizin 及び Q-D-glc は、100 µM の濃度において、phloretin 及び
quercetin と同程度の阻害効果を示した。また、hesperetin は phloretin 及び quercetin と同等の
阻害効果を示し、hesperidin も近いレベルの阻害効果を示した。さらに、baicalein が最も強
い阻害効果を示した。一方で、baicalin も阻害効果を示したが、その阻害効果は弱かった。




 次に、OCT1 による atenolol 輸送に対する種々の薬物等の阻害効果も検討した（Fig. 7B）。
その結果、OCT1 の基質として知られる quinidine36)が OCT1 による atenolol 輸送を強力に阻
害したほか、カチオン性医薬品である carbamazepin や glibenclamide の阻害効果が見出され
た。さらに、atenolol と同じく ß 遮断薬である acebutolol、metoprolol、pindolol、propranolol















Fig. 7. Effect of Various Compounds on the Uptake of Atenolol by OCT1 Stably 
Expressed in MDCKII Cells 
(A) The specific uptake of [3H]atenolol (100 nM) was evaluated for 3 min at 37°C and pH 7.4 in 
the presence of a flavonoid (10 µM for kaempferola and 100 µM for the others) or in its absence. 
Q-D-glc, quercetin-3ß-D-glucoside. The control value of specific uptake rate was 0.20 
pmol/min/mg protein. (B) The specific uptake of [3H]atenolol (100 nM) was evaluated for 3 min at 
37°C and pH 7.4 in the presence of a drug (100 µM) or in its absence. The control values was 0.13 
pmol/min/mg protein. Data are presented as means ± S.E. (n = 4), where the experiments were 
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1-6. 小括：OCT1 による atenolol 輸送とフラボノイド類の阻害効果の解析 
 
 atenolol が OCT1 の基質となることを見出した。OCT1 に対する atenolol の Kmは 3.08 mM
と得られた。atenolol の投与量は、通常で 50 mg、最高用量で 100 mg である 37)。これを 200 
mL の水で服用した場合、消化管内の atenolol 濃度は 100 mg を服用した場合で 1.8 mM 程度
になると推察される。OCT1 の Km は、この濃度を大きく上回ることから、最大用量で服用
した際にも、飽和することなく atenolol を取り込むことができると考えられる。また、これ
までに見出されている OCT1 の基質の Km は、MPP+で 15 µM21)、sumatriptan で 55 µM25)、
metformin で 1.47 mM38)、TEA で 1.75 mM39)である。これらと比較すると、atenolol は OCT1
の低親和性の基質であることが示唆された。OCT1 による atenolol 輸送は、従来から知られ
ている基質の輸送の場合と同様に、中性域よりも酸性域で低く、中性域指向の pH 依存性の
特徴を示した。また、膜電位依存性の点でも、既知の OCT1 の特性と一致していた。 
OCT1 による atenolol 輸送に対する各種フラボノイド類の阻害効果が見出された。特に、
AJ 等の FJ に含まれるフラボノイド配糖体のアグリコンである phloretin、quercetin、hesperetin、
及びそれぞれの配糖体である phlorizin、Q-D-glc、hesperidin は同等に強い阻害効果を示した。
これらのうち、AJ 中に含まれる phloretin 及び quercetin の阻害効果の詳細な解析を行った結
果、阻害様式は非競合阻害であり、Ki はそれぞれ 38.0 µM 及び 48.0 µM と得られた。 
atenolol 吸収に対する阻害作用が特に強いとみられる AJ の成分に着目すると、phloretin や
quercetin は、AJ 中ではほとんどが phlorizin や Q-D-glc といった配糖体の形で存在し、それ
ぞれの濃度は 37 µM 及び 3 µM 程度である 34)。phlorizin および Q-D-glc は、小腸上皮細胞刷
子縁膜表面の lactase-phlorizin hydrolase（LPH）によって速やかに加水分解され、ほぼすべて
が小腸内でアグリコンになることが知られている 40-42)。よって、小腸管腔内での phloretin 濃
度は 30 µM 程度に達していると推察される。この濃度は、OCT1 に対する phloretin の IC50
（28.4 µM）及び Ki（38.0 µM）とほぼ等しいことから、AJ を飲用した際に、phloretin は小
腸において OCT1 阻害を引き起こし得ると考えられる。一方、Q-D-glc から加水分解される
quercetin 濃度は低く、IC50（35.3 µM）及び Ki（48.0 µM）を大きく下回るとみられるが、Q-
D-glc 以外の配糖体（単糖であるガラクトース、キシロース、アラビノースが 3 位に結合し



























 PMAT（SLC29A4）は、SLC29 family（equilibrative nucleoside transporter family）に属する
有機カチオントランスポーターである（Table 4）45)。本ファミリーには、ほかに equilibrative 
nucleoside transporter 1（ENT1/SLC29A1）、ENT2（SLC29A2）及び ENT3（SLC29A3）の 3 つ
のトランスポーターがあるが、これらは促進拡散的型の nucleoside トランスポーターであ
り、adenosine をはじめとする種々の nucleoside を基質とする。ENT1/2/3 は nucleobase に対
する弱い輸送活性も有するが 46,47)、有機カチオントランスポーターとしての機能は持って
いないとされている。なお、ENT1/2 は細胞膜に局在しているが 48)、ENT3 はライソソーム




PMAT は ENT4 としても知られているが、ENT1/2/3 とは基質認識特性が大きく異なる。
PMAT は、nucleoside 類の中では、adenosine のみを基質とし、その他の ENT1/2/3 基質の
nucleoside 類に対する輸送活性を持たない 49)。一方で、その名称の由来となった monoamine




膜電位非依存性である ENT1/2 とは異なる機能特性を有する。また、ENT3 と同様に酸性環
境下で輸送活性が上昇するという特性も持っている 50,52)。 








2-2. PMAT の atenolol 輸送活性 
 
 先に atenolol 輸送活性が見出された OCT1 は、小腸上皮細胞の側底膜での輸送に関与して
いる可能性が高いと考えられたため、引き続き、刷子縁膜で働くトランスポーターの探索を
試みた。その結果、HEK293 細胞一過性発現系において、pH 6.0 の条件下で、PMAT を導入
した細胞では、mock 細胞と比較して、atenolol（100 nM）の取り込みは 24 倍程度に達して
いた。このことから、PMAT が高い atenolol 輸送活性を有することが見出された（Fig. 9）。 
Uptake rate (pmol/mg protein)




Fig. 9. Uptake of Atenolol in HEK293 Cells Transiently Expressing PMAT 
The uptake of [3H]atenolol (100 nM) was evaluated for 5 min at 37°C and pH 6.0. Data are 




2-3. PMAT の消化管における組織分布 
 






hPMAT mRNA level (% of level in brain)







Fig. 10. Tissue Distribution of PMAT 
The mRNA level of PMAT was determined by real-time PCR and standardized by the mRNA level 
of GAPDH in each human tissue. Data are presented as mean (n = 3 from three experiments 





2-4. PMAT 安定発現細胞での PMAT の atenolol 輸送機能特性 
 
 PMAT による atenolol 輸送について詳細に検討するため、PMAT 安定発現 MDCKII 細胞を
作製し、機能解析を行った。まず、atenolol（100 nM）取り込みの時間推移を検討した結果、
pH 6.0 の条件下において、mock 細胞と比較して高い atenolol 取り込みが認められたことに
より、HEK293 細胞一過性発現系での結果と一致し、PMAT の atenolol 輸送活性が確認でき
た。PMAT による atenolol 取り込みは 5 分まで時間に比例して増大した。これに基づき、
PMAT による atenolol の初期取り込みを評価するために、その時間範囲内において 3 分の取
り込み時間を設定し、以降の実験を行うことにした（Fig. 11A）。 
 続いて、PMAT による atenolol 輸送機能特性を進めた。まず、細胞外 pH の影響について
検討した。その結果、PMAT 安定発現細胞における atenolol（100 nM）の取り込みは、細胞
外 pH の低下に伴って増大し、pH 5.5-6.0 において最大となった（Fig. 11B）。一方で、mock
細胞での atenolol 取り込みは pH 依存性を示さなかったことから、PMAT による atenolol 輸
送が酸性指向の pH 依存性を示しているものと考えられた。また、膜電位の影響を検討する
ため、BaCl2 の添加により細胞膜を脱分極させたところ、PMAT による atenolol 取り込みは
低下し、膜電位依存性が認められた（Fig. 11C）。これらの特性（pH 依存性及び膜電位依存
性）は、先に報されている MPP+輸送に関する PMAT の特性と同様であった。 
 小腸上皮細胞表面は、PMAT が高い atenolol 輸送活性を示すことのできる弱酸性（pH 6.0
程度）に保たれており 53)、PMAT はその環境において刷子縁膜での atenolol 取り込みに働い






2-5. PMAT による atenolol 輸送の速度論的特性とフラボノイド類の影響 
 
 PMAT による atenolol 輸送の濃度依存性を検討した結果、顕著な飽和性を示した。
Michaelis-Menten 型の担体輸送モデルを用いてあてはめ計算を行った結果、Km は 0.91ｍM、
Vmax は 2.32 nmol/min/mg protein と得られた（Table 5 and Fig. 12A）。PMAT による atenolol 輸
送の Michaelis Menten モデルへの適合性は、Eadie-Hofstee plot によっても確認された。これ
までに見出されている PMAT の基質の Kmは、MPP+で 33 µM、serotonin で 114 µM、dopamine
で 329 µM、metformin で 1.32 mM、norepinephrine で 2.61 mM、epinephrine で 15.3 mM であ
る 22,51)。これらと比較すると、atenolol は Kmの高いグループに属しており、PMAT の低親和
性の基質であることが示唆された。なお、この速度論的特性から、本研究での通常の輸送特
性評価において用いた atenolol 濃度（100 nM）は、Km を十分に下回り、輸送効率が最大と
なる線形領域内にあることが確認された。 
 次に、AJ 中に含まれる各種成分に着目し、PMAT による atenolol 輸送に対する影響を検討
した（Fig. 12C）。その結果、OCT1 の場合と同様に、phloretin 及び quercetin が PMAT による
atenolol 輸送を強力に阻害した。興味深いことに、quercetin のグルコース配糖体である Q-D-





同程度の阻害効果を示す傾向があった OCT1 の特徴とは異なるものである。なお、AJ 中に
含まれるフラボノイド類以外の主要成分である caffeic acid、chlorogenic acid、malic acid、
quinic acid34,54)についても同様に検討を行ったが、阻害効果はないか、ごく弱いレベルであ
り、問題にはならないと考えられた。 
 そこで、強い阻害効果を示した phloretin 及び quercetin に着目し、その阻害特性について
探ることとした。まず、両化合物の濃度依存的阻害効果を検討した結果、IC50 はそれぞれ 33.3 
µM、116.3 µM と算出された（Fig. 12D and Table 6）。また、Hill 係数（n）はそれぞれ 0.95、
2.02 と算出された。quercetin による阻害効果については、n が約 2 と算出されたことから、
アロステリック効果が関与している可能性が示唆された。 
 n が約 1 と算出された phloretin について、その阻害様式をさらに検討した結果、Vmax は変
化しなかった一方で、Kmが有意に増大した（Figs. 12A and B, and Table 5）。よって、phloretin
は PMAT による atenolol 輸送を競合的に阻害していることが示唆された。Ki を算出した結





Table 5. Kinetic Parameters of PMAT-mediated Uptake and Its Inhibition by Flavonoids 
Mean ± S.E. (n = 3 from different preparations); specific uptake of atenolol by PMAT stably expressed 
in MDCKII cells for 3 min at 37°C and pH 7.4 in the presence of phloretin (50 µM) or in its absence; 
Ki with the assumption of competitive inhibition; N.A., not applicable; *, p < 0.05. 
 
 
Table 6. IC50 Value of Phloretin and Quercetin for Atenolol 





Mean ± S.E. (n = 3 from different preparations); specific uptake of 
[3H]atenolol (100 nM) by PMAT stably expressed in MDCKII cells 
for 3 min at 37°C and pH 6.0 in the presence of a varied 












None (control) 0.91 ± 0.09 2.32 ± 0.52 N.A. 
Phloretin (50 µM)  1.92 ± 0.26* 2.49 ± 0.25 50.7 ± 12.2 
Inhibitor IC50 (µM) n 
Phloretin 33.3 ± 3.0 0.95 ± 0.01 
Quercetin 116 ± 12 2.02 ± 0.71 
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2-6. PMAT による atenolol 輸送に対する ß 遮断薬の影響 
 
 PMAT が atenolol 以外の ß 遮断薬の輸送にも関与する可能性を探るため、PMAT による
atenolol 輸送に対する 7 種類の ß 遮断薬の影響を検討した（Fig. 13）。 
その結果、nadolol 及び sotalol を除く 5 種類の ß 遮断薬が PMAT による atenolol 輸送を有
意に阻害し、atenolol と競合する阻害剤（基質）として認識されている可能性が示唆された。
この実験では、[3H]atenolol 濃度を atenolol 輸送の線形領域内の低濃度（100 nM）に設定して
いるため、PMAT に対する Kmが 0.907 mM の ateonlol の場合は、阻害剤濃度として設定され
ている 1 mM で約 50%の阻害率を示すと推定される。この atenolol の推定阻害率との比較に
基づき、同様に 50%程度の阻害率を示した acebutolol 及び metoprolol は PMAT に対して
atenolol と同程度の親和性を有していると考えられる。propranolol 及び talinolol は、50%を
超える阻害率（80%程度）で強く阻害したことから、atenolol よりも高い親和性を有してい
ることが示唆された。一方で、pindolol の阻害効果は弱かった。また、nadolol、sotalol は、
有意な阻害効果を示さなかった。これらの ß 遮断薬は、PMAT への親和性は低いか、または
親和性を持たないと考えられる。第一章において、OCT1 による atenolol 輸送に対する ß 遮
断薬の阻害効果は、環部分の疎水性の高さが重要である可能性があることが示唆された。し
かし、PMAT に対する ß 遮断薬の阻害効果と構造との間には、共通点は見出されなかった。
また、脂溶性等の性質に関しても類似点が見られなかったことから、ß 遮断薬による PMAT
の阻害効果と構造との関係についてはさらなる検討が必要である。 
talinolol は、OATP2B1 の基質であり、FJ との相互作用が報告されている 14,17)。今回、PMAT
が talinolol に対して親和性を有することが明らかとなったことから、talinolol と FJ との相互





Fig. 13. Effect of Various ß-blockers on Atenolol Uptake by PMAT Stably Expressed 
in MDCKII Cells 
The specific uptake rate of [3H]atenolol (100 nM) was evaluated for 3 min at 37°C and pH 6.0 in 
the presence of a ß-blocker (1 mM) or in its absence. The control value of specific uptake rate was 
0.25 ± 0.02 pmol/min/mg protein. Data are presented as means ± S.E. (n = 4). *, p < 0.05 compared 
with control. 
  
Uptake rate (% of control)
















2-7. 小括：PMAT による atenolol 輸送とフラボノイド類の阻害効果の解析 
 
 PMAT が atenolol 輸送活性を有することを見出した。PMAT に対する atenolol の Kmは 0.907 
mM であり、OCT1 と比較して PMAT のほうが若干ではあるが atenolol に対して高い親和性
を示した。atenolol を最高用量で使用した場合、消化管内濃度は 1.8 mM 程度となるため、
PMAT の輸送効率が低下することが考えられるが、Km を大きく超える濃度ではないことか
ら、PMAT はこの濃度においても十分に機能することができると考えられる。PMAT による
atenolol 輸送は、従来から知られている PMAT の基質の輸送と同様に、中性域よりも酸性域
で高く、酸性指向の pH 依存性を示した。また、膜電位依存性（細胞内が負の膜電位環境の
輸送活性上昇）の点でも、既知の PMAT の特性と一致していた。PMAT は、小腸上皮細胞の
刷子縁膜に局在することが報告されている。また、その pH 依存性及び膜電位依存性の特性
は、酸性の上皮細胞表面の環境からの atenolol の効率的な細胞内取り込み輸送に適するもの
である。これらの点から、PMAT が小腸上皮細胞刷子縁膜での atenolol の細胞内取り込み輸
送に働いている可能性が高いと考えられる。 
 PMAT による atenolol 輸送は、OCT1 の場合と同様に phloretin 及び quercetin によって強く
阻害された。しかし、PMAT では、OCT1 とは異なり、配糖体よりもアグリコンによって強
く阻害される傾向が見られた。また、AJ に含まれる各種有機酸の影響についても検討を行
ったが、阻害効果はほとんど見られなかったことから、atenolol と AJ の相互作用には、主に
phloretin や、quercetin 及びその配糖体が関与していることが示唆された。 
 phloretin 及び quercetin による阻害効果について詳細に検討を行った結果、phloretin は
PMAT による atenolol 輸送を競合的に阻害することが明らかとなった。一方で、quercetin の
阻害効果には、アロステリックな機構の関与が示唆された。これらの特性は、OCT1 に対す
る phloretin 及び quercetin の阻害特性とは異なるものであった。 
PMAT に対する phloretin の IC50（33.0 µM）及び Ki（50.7 µM）は、OCT1 の場合と同様に
AJ 飲用時に想定される phloretin の小腸内濃度（30 µM 程度）とほぼ等しい。従って、小腸
において、phloretin による PMAT 阻害が生じ得ると考えられる。quercetin については、やは
り OCT1 の場合と同様で、AJ 引用時に想定される Q-D-glc 由来の小腸内濃度（3 µM）は IC50
（116.3 µM）を大きく下回るが、他の quercetin 配糖体からの quercetin も含めて、付加的に
PMAT 阻害に関与する可能性はあると考えられる（Fig. 14）。 
 各種 ß 遮断薬の PMAT に対する阻害活性（親和性）についても検討した。その結果、
acebutolol、metoprolol、propranolol、talinolol が atenolol 輸送を阻害し、PMAT への親和性を
有することが示唆された。このうち、talinolol については、FJ との相互作用が報告されてい
る。talinolol は OATP2B1 の基質であるが、今回、PMAT が talinolol に対しても親和性を有し














 これまでの検討により、小腸で発現する OCT1 及び PMAT が atenolol 輸送活性を有するこ
とを見出し、さらに、両トランスポーターが AJ 中に含まれる主要成分である phloretin 及び
quercetin によって強く阻害されることを見出した。これは、OCT1 及び PMAT が atenolol の



















Fig. 15. Hypothetical Model of the 
Transcellular Transport of Atenolol 
across the Enterocytes. 
29 
 
3-2. FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 の安定共発現 MDCKII 細胞における膜局在性 
 
 FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 の安定共発現 MDCKII 細胞を作製した。また、比較のため、
FLAG-PMAT あるいは GFP-OCT1 の安定単独発現 MDCKII 細胞も作製した。各トランスポ
ーター（タンパク質）の発現を western blot 法により確認した結果、いずれの細胞において
も目的のタンパク質が発現していることが確認された（Fig. 16A）。次に、FLAG-PMAT 及び
GFP-OCT1 安定共発現 MDCKII 細胞を Trans-well 上で培養して極性化させ、FLAG-PMAT 及
び GFP-OCT1 の細胞内局在を蛍光免疫染色法により観察した。その結果、FLAG-PMAT は刷
子縁膜に局在し、側底膜に局在していた GFP-OCT1 の刷子縁膜への分布は観察されなかっ
た。（Fig. 16B）。よって、PMAT は先の報告のとおり刷子縁膜に局在することが示唆された





Fig. 16. Cellular Localization of FLAG-PMAT and GFP-OCT1 in Polarized MDCKII 
Cells 
(A) Western blot analysis of the protein expression of stably introduced FLAG-PMAT and GFP-
OCT1 in MDCKII cells. The analysis was performed using the whole-cell lysate samples (20 µg 
aliquots). Western blots shows the representative result in two independent experiments. (B) 





3-3. FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 安定共発現 MDCKII 細胞における atenolol の経細胞輸送 
 
 各細胞を Trans-well 上で培養して極性化させ、atenolol の apical から basal 方向への経
細胞輸送の評価を行った（Fig. 17A）。その結果、FLAG-PMAT 単独発現細胞において mock
細胞と比較して高い経細胞輸送が観察された。したがって、刷子縁膜に発現する FLAG-
PMAT が atenolol の細胞内取り込みに働き、経細胞輸送において重要な役割を果たすこと
が示唆された。しかし、GFP-OCT1 の共導入によって、それ以上の atenolol の経細胞輸送
の上昇は見られず、側底膜に発現する GFP-OCT1 の atenolol 排出輸送活性を確認すること
はできなかった。atenolol の 2 級アミンの pKa は 9.6 であり 6)、細胞内の pH では大部分
の分子がプロトン付加されカチオンとして存在している。よって、脂質二重膜で構成される
細胞膜の透過性は低く、単純拡散によって排出されるとは考えにくい。このため、FLAG-
PMAT を導入した場合の atenolol の経細胞輸送においては、MDCKII 細胞に内因性に発現
している未知のトランスポーターが側底膜での排出輸送に関与している可能性が考えられ
る。また、その排出輸送活性が高いレベルにあるため、GFP-OCT1 の排出輸送機能が検出
し難い状況にあった可能性が考えられる。実際に、mock 細胞を用い、PMAT 及び OCT1 の
典型的基質である MPP+の側底膜側からの細胞内取り込みを検討したところ、高いレベル
であった（データ省略）。一方、GFP-OCT1 単独発現細胞では、atenolol の経細胞輸送は低
く、mock 細胞での輸送と同程度であった。このように、FLAG-PMAT のような atenolol 輸
送を上昇させる効果がみられなかったことから、OCT1 については、刷子縁膜への局在が観
察されなかったことと対応し、機能面でも刷子縁膜での atenolol 取り込み輸送への関与が
ないことが確認された。なお、paracellular 経路のマーカーである mannitol の透過も検討
した結果、FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 の導入の影響は見られなかった（Fig. 17B）。こ
れにより、FLAG-PMAT 単独発現細胞及び FLAG-PMAT/GFP-OCT1 安定共発現細胞で見
られた atenolol の経細胞輸送の上昇において、細胞間隙経路の透過の増大の関与はないこ
とが確認された。また、別途、FLAG-PMAT 及びGFP-OCT1がタグを付加していないPMAT
及び OCT1 と同程度の atenolol 輸送活性を有することを確認した。 
経細胞輸送実験終了時点である 120 分における atenolol の細胞内蓄積量を定量した。その
結果、透過試験の結果と同様に、FLAG-PMAT 単独発現細胞及び FLAG-PMAT/GFP-OCT1 安
定共発現細胞において同等に高い蓄積が認められた。一方で、GFP-OCT1 発現細胞の蓄積は
mock 細胞と同様の低水準であった。このように、細胞内蓄積の面でも、atenolol の細胞内取







3-5. 小括：atenolol の経細胞輸送への OCT1 及び PMAT の関与 
 
 PMAT 及び OCT1 を安定共発現させた MDCKII 細胞において、FLAG-PMAT は刷子縁膜
に局在し、GFP-OCT1 は側底膜に局在していた。さらに、atenolol の apical から basal 方向の
透過を検討した結果、FLAG-PMAT の導入により atenolol の経細胞輸送及び細胞内蓄積量が
増加し、FLAG-PMAT が刷子縁膜での atenolol 取り込みに働くことが確認された。GFP-OCT1
については、刷子縁膜での存在が認められなかったことと一致して、機能面でも、刷子縁膜




OCT1 単独発現細胞において、細胞内に蓄積させた atenolol の排出輸送の評価を試みた結果、
OCT1 が atenolol の排出輸送に働くことを確認できた。 
 以上より、小腸においては、刷子縁膜の PMAT による細胞内取り込みと、それに続く側
















1. 小腸上皮細胞側底膜に発現する OCT1 が atenolol 輸送活性を有することを見出した。ま
た、OCT1 による atenolol 輸送が AJ 中に含まれる主要なフラボノイド類である phloretin
及び quercetin によって強く阻害さることが見出された。なお、両フラボノイドによる
OCT1 阻害は非競合阻害であり、配糖体がアグリコンと同等の阻害活性を示すという特




2. 小腸上皮細胞刷子縁膜に発現する PMAT が atenolol 輸送活性を有することを見出した。
OCT1 の場合と同様に、PMAT による atenolol 輸送は phloretin 及び quercetin によって強























[3H]MPP+（85 Ci/mmol）、[14C]mannitol（55 mCi/mmol）は American Radiolabeled Chemicals
（St. Louis, MO, U.S.A.）から、[3H]atenolol（3.3 Ci/mmol）は Moravek Biochemicals（Brea, CA, 
U.S.A.）から購入した。シンチレーションカクテルとしては、Nacalai Tesque（Kyoto, Japan）
の Clear-sol I を、また遺伝子操作用キットとしては、QIAGEN（Valensia, CA, U.S.A.）の
QIAEX®ⅡGel Extraction Kit、Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, U.S.A）の PureLink™ HiPure 
Plasmid Midiprep Kit を使用した。DNA polymerase としては、TOYOBO （Osaka, Japan）の
KOD-Plus を、ベクターは Promega（Madison, WI, U.S.A.）の pCI-neo、Takara bio の pEGFP-
C1、Thermo Fisher Scientific の pcDNA3.1（+）hyg を用いた。制限酵素はすべて TOYOBO の
もの、ligase は Nippon gene（Tokyo, Japan）の Ligation-Convenience Kit を用いた。また、ヒ
トの cDNA ライブラリを作成するにあたり、total RNA 試料に関してはすべてコスモバイオ












2-1-1. organic cation transporter 1 (OCT1), OCT2, OCT3, novel organic cation transporter1 (OCTN1), 
OCTN2 
 






2-1-2. organic anion transporting polypeptide 1A2 (OATP1A2) 
 
 ヒトの OATP1A2（GenBank accession no., NM_021094.3）の cDNA は、ヒト小腸の total RNA
試料から RT-PCR 法によるクローニングにより得た。DNA polymerase としては KOD-Plus 
DNA polymerase を用い、PCR プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer: 5’- CCAGATTTTAAGACCAACGC-3’ 
reverse primer: 5'- TTCAAAGTTCCCCAGTGTAA-3' 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer, +XhoI site（下線）:5’- GAA CTC GAG CAA CAT GGG AGA AAC TG-3’ 
reverse primer, +XbaI site（下線）: 5'- GCT CTA GAG TTG TAC AGC ATG TTC TC -5’ 
得られた PCR 産物を、制限酵素 XhoI と XbaI で処理した後、電気泳動し QIAEX®Ⅱ Gel 
Extraction Kit を用いて精製、抽出した。哺乳類発現ベクターである pCI-neo vector も同様の
制限酵素処理を行った後、精製した。これらを T4 DNA Ligase を用いてライゲーションし、
ヒートショック（42°C、1 min）によって大腸菌（DH5α）に導入した。その大腸菌を、ampicillin




がないことを確認した（ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer, Thermo Fisher Scientific）。
これにより、pCI-neo vector を用いた OATP1A2 プラスミド（OATP1A2/pCI-neo）を得た。 
 
2-1-3. organic anion transporting polypeptide 2B1 (OATP2B1) 
 
ヒトの OATP2B1（GenBank accession no., NM_007256.4）の cDNA は、ヒト小腸の total RNA
試料から RT-PCTR 法によるクローニングにより得た。DNA polymerase としては KOD-Plus 
DNA polymerase を用い、PCR プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer: 5’- TGCTTCCTC TCCCCTGCTAAG-3’ 
reverse primer 5’- GAAGGTGATCCAGGC GAGTG-3’ 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer, +XhoI site（下線）: 5’- GAA CTC GAG GTC ATG GGA CCC AGG ATA G-3’ 
reverse primer, +XbaI site（下線）: 5’- GTG TCT AGA GGA GGT ACT GCT GTG GC-3’ 
得られた PCR 産物を制限酵素 XhoI と XbaI で処理した後、電気泳動を行い、QIAEX®Ⅱ 
Gel Extraction Kit を用いて精製、抽出した。哺乳類発現ベクターである pCI-neo vector も同
様の制限酵素処理を行った後、精製した。これらを T4 DNA Ligase を用いてライゲーション
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し、後は、OATP1A2 の場合と同様の処理により、pCI-neo vector にライゲーションしたクロ
ーン（OATP2B1/pCI-neo）を得た。 
 
2-1-4. plasma membrane monoamine transporter (PMAT) 
 
ヒトの PMAT（GenBank accession no., NM_001040661.1）の cDNA は、ヒト小腸の total RNA
試料から RT-PCTR 法によるクローニングにより得た。DNA polymerase としては KOD-Plus 
DNA polymerase を用い、PCR プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer: 5’- GAG GCT GCC ATG GGC TCC GT-3’ 
reverse primer 5’- TCG CAG AAA CGT GTT CCG GTC C-3’ 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーとしては以下のものを使用した。 
forward primer, +EcoRI site（下線）: 5’- CG GAA TTC AGA GGC TGC CAT GGG C-3’ 
reverse primer, +NotI site（下線）: 5’- CAT GCG GCC GCT CAG AGG CCT GCG AG-3’ 
得られた PCR 産物を制限酵素 EcoRI と NotI で処理した後、電気泳動を行い、QIAEX®Ⅱ Gel 
Extraction Kit を用いて精製、抽出した。哺乳類発現ベクターである pCI-neo vector も同様の
制限酵素処理を行った後、精製した。これらを T4 DNA Ligase を用いてライゲーションし、





 pCI-neo ベクターを用いた OCT1 プラスミド（OCT1/pCI-neo）を EcoRI 及び SalI で処理し
た後、電気泳動し QIAEX®Ⅱ Gel Extraction Kit を用いて精製、抽出した。GFP 付加体作製用
の哺乳類発現ベクターである pEGFP-C1 vectorも同様の制限酵素処理を行った後、精製した。
これらを T4 DNA Ligase を用いてライゲーションし、後は、OATP1A2 の場合と同様の処理




 pCI-neo ベクターを用いた PMAT プラスミド（PMAT/pCI-neo）から FLAG-PMAT/pCI-neo
を経て pcDNA3.1（＋）hyg ベクターを用いた PMAT プラスミド（FLAG-PMAT/pcDNA3.1（+）
hyg）を作製した。まず、FLAG-pCI-neo vector を作製した。5’末端に NheI に認識される塩基
配列と FLAG をコードする塩基配列をもつ primer 1 と、5’末端に XhoI に認識される塩基配
列と、FLAG をコードする塩基配列の相補鎖をもつ primer 2 を作製し、これらを 2 × KOD 




primer 1, 5’- CTAGC CGCC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG C-3’ 
primer 2, 5’- TCGAG CTT GTC ATC GTC GTC CTT GTA GTC CAT GGCGG-3’ 
その後、NheI 及び XhoI で処理した pCI-neo に T4 DNA Ligase を用いてライゲーションし、
後は、OATP1A2 の場合と同様の処理により、FLAG-pCI-neo vector を作製した。次に、
PMAT/pCI-neo を EcoRI 及び NotI で処理した後、電気泳動し、QIAEX®Ⅱ Gel Extraction Kit を
用いて精製、抽出した。FLAG-pCI-neo vector も同様の制限酵素処理を行った後、精製した。
これらを T4 DNA Ligase を用いてライゲーションし、後は、OATP1A2 の場合と同様の処理
により、FLAG-pCI-neo vector にライゲーションしたクローン（FLAG-PMAT/pCI-neo）を得
た。FLAG-PMAT/pcDNA3.1（+）hyg に関しては、まず FLAG-PMAT/pCI-ne を NheI 及び NotI
で処理した後、電気泳動し QIAEX®Ⅱ Gel Extraction Kit を用いて精製、抽出した。pcDNA3.1






 HEK293 細胞、MDCKII 細胞の培養には、TPP（Trasadingen, Switzerland）製の組織培養用
フラスコ及び 24 well プレートを用いた。組織培養メディウムとして 10% fetal bovine serum
（FBS, BioSolutionsTM, BC, Canada）、1% penicillin/streptomycin（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
U.S.A.）を含む dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM, Wako, Osaka, Japan）を使用し、




2-3-1. 一過性発現系の作成：HEK293 細胞 
 
HEK293 細胞は継代に際し、ビュルケルチュルク盤を用いて細胞数を計測した後、4.0 × 
105 cells/mL となるように調製し、poly-L-lysine（sigma）コートした 24 well プレート（底面
積 1.91 cm2/well）に 0.5 mL/well ずつ播種した。12 時間後、細胞が 80%コンフルエントにな
ったのを確認後、lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いてリポフェクション法により目的の
プラスミド DNA を導入した。6 時間後、抗生物質を含む培地に交換し、さらにその 42 時間
後 （トランスフェクション後、計 48 時間後）、取り込み実験に用いた。また、遺伝子を導









MDCKII 細胞は継代に際し、ビュルケルチュルク盤を用いて細胞数を計測した後、4.0 × 
105 cells/mL となるように調製し、24 well プレートに 500 µL/well ずつ播種した。その直後、
lipofectamine 2000 を用いてリポフェクション法により目的のプラスミド DNA を導入した。
6 時間後、抗生物質を含む培地に交換し、さらにその 24 時間後、1 well 中の全細胞を剥が
し、300 倍に希釈、96 well プレート（底面積 0.31 cm2/well）に 100 µL/well ずつ細胞を播い









 まず FLAG-PMAT を安定発現させた細胞を作製し、PMAT の基質である MPP+取り込みの
評価により、PMAT が安定発現していることを確認した。その後、GFP-OCT1 を導入し、4',6-
diamidino-2-phenylindole（DAPI, Sigma-Aldrich）の取り込みの評価により GFP-OCT1 が安定
発現していることを確認した。PMAT 及び OCT1 は基質認識性が類似しているが、OCT1 の
みが DAPI を輸送することから、PMAT と OCT1 が共存する系において、DAPI 取り込みの
評価により、OCT1（GFP-OCT1）の輸送活性を確認することができる。さらに、FLAG 及び
GFP 抗体を用いて western blotting を行うことで、タンパクレベルでの発現も確認した。ま





実験で用いた buffer の組成は以下のとおりである。 
緩衝剤は、pH 6.5 以下の pH の buffer を調製する場合には MES を、pH6.5 より高い buffer
を調整する場合には HEPES を用いるようにした。 
 
・Hanks’ NaCl buffer: 136.7 mM NaCl, 5.36 mM KCl, 0.812 mM MgSO4, 0.411 mM KH2PO4, 0.385 
mM Na2HPO4, 0.952 mM CaCl2, 25 mM D-glucose, 10 mM HEPES or MES 
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・SO42--free NaCl buffer: 145 mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 5 mM MES or 
HEPES and 5 mM D-glucose 
 
2-4-1. HEK293 細胞一過性発現系での取り込み評価 
 
取り込み実験用の buffer として、Hanks’ NaCl buffer を調製した。pH の調整には、2 M 
NaOH を用いた。ここに、[3H]atenolol を加え、取り込み溶液とした。まず、well 中の培地
を吸い取り、37°C の buffer（1 mL）を加え、5 分間プレインキュベーションをした。その
後、これを取り除き、取り込み試験液（250 µL）を加え、取り込みを開始させた。所定の
時間経過後、氷冷した buffer（stop solution、2 mL）を加えることにより反応を停止させ、
stop solution（2 mL）で細胞を 2 回洗浄した。続いて 0.5% sodium dodecyl sulfate（SDS）を
含む 0.2 M NaOH（500 µL）を加え、細胞を可溶化させた。1 時間経過後、マイクロピペッ
トで well 中をよく撹拌し、その全量を放射能測定用検体としてカウンティングバイアルに
入れた。可溶化細胞サンプルを入れたカウンティングバイアルに液体シンチレーションカ
クテル 2 mL を加え、ボルテックスミキサーにより撹拌した。その放射活性を液体シンチ
レーションカウンター（LSC-5100, Aloka Co., Tokyo, Japan）により測定した。また、SDS
の入っていない NaOH で可溶化した細胞を用い、Lowry 法によりタンパク定量を行い、
well 中のタンパク量を求めた。 
 
2-4-2. MDCKII 細胞安定発現系での取り込み評価 
 
 取り込み実験用の buffer として、Hanks’ NaCl buffer を調製した。pH の調整には、2 M NaOH
を用いた。ここに、[3H]atenolol を加え、取り込み溶液とした。取り込み実験には、MDCKII
細胞の mock 細胞（1.5 × 105 cells/mL）、OCT1 安定発現細胞（1.5 × 105 cells/mL）、または PMAT




イオンを Cl-イオンで置き換えた buffer を用いた。阻害実験では、あらかじめ各種化合物を
dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解し、それを DMSO の終端濃度が 0.5%を超えない範囲で
取り込み溶液に希釈し、阻害剤を含む取り込み試験液とした。 
 
2-4-3. MDCKII 細胞安定発現系での経細胞輸送評価 
 
 経細胞輸送実験用の buffer として、Hanks’ NaCl buffer を調製した。pH の調整には、2 M 
NaOH を用いた。ここに、[3H]atenolol および[14C]mannitol を加え、試験溶液とした。経細胞
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輸送実験には、MDCKII 細胞の mock 細胞、GFP-OCT1、FLAG-PMAT 安定単独発現細胞ま
たはGFP-OCT1とFLAG-PMATの安定共発現細胞を 4.0 × 105 cells/mLとなるように調製し、
12 well Trans-well（Corning Incorporated, Kennebunk, ME, USA）の insert に 0.5 mL ずつ播種
し、4 日間培養することで極性化した状態のものを用いた。まず、insert 及び well 中の培地
を吸い取り、37°C の Hanks’ NaCl buffer を apical 側（pH 6.0、0.5 mL）と basal 側（pH 7.4、
1.5 mL）に加え、5 分間プレインキュベーションした。その後、insert 中のバッファーを取り
除き、[3H]atenolol 及び[14C]mannitol を含む試験溶液（pH 6.0）を加え、経細胞輸送を開始し
た。basal 側に輸送された atenolol 量を測定するために、経時的に basal 側のバッファーを 100 
µL ずつ採取した。採取後は、新しいバッファー100 µL を basal 側に加えた。所定の時間経
過後、氷冷した buffer（stop solution、4 mL）を加えることにより反応を停止させ、stop solution
（4 mL）で細胞を 2 回洗浄した。続いて 0.5% SDS を含む 0.2 M NaOH （500 µL）を insert
内に加え、細胞を可溶化させた。24 時間経過後、マイクロピペットを用い、その全量を放
射能測定用検体としてカウンティングバイアルに移した。可溶化細胞サンプルを入れたカ
ウンティングバイアルに液体シンチレーションカクテル 2 mL を加え、ボルテックスミキサ
ーにより撹拌した。また、サンプリングした溶液にも、同様に液体シンチレーションカクテ
ルを加えた。各サンプルの放射活性は液体シンチレーションカウンターにより測定した。
SDS の入っていない NaOH で可溶化した細胞を用い、BCA 法 57)によりタンパク定量を行
い、well 中の総タンパク量を求めた。 
 
2-5. RT-PCR 解析 
 
OCT1 の臓器分布を調べるために、RT-PCR 法により各臓器における mRNA 発現量を定性
的に評価した。ヒトの各臓器の total RNA（コスモバイオ）を ReverTra Ace を用いて cDNA
に逆転写した。この cDNA を鋳型として、Paq5000 DNA polymerase（Agilent, Santa Clara, CA, 
U.S.A.）を用いて、OCT1 特異的なプライマーにより PCR 反応を行った。プライマー配列は
以下の通りである。 
 
forward primer: 5’- CCTCTTCCTGCTCTACTACTGGTG -3’ 
reverse primer: 5’- CACTCCGAGGTTCCTGACGAA-3’ 
 




forward primer: 5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ 
reverse primer: 5’-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’ 
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2-6. Real-time PCR 解析 
 
 PMAT の臓器分布を調べるために、real-time PCR 法により各臓器における mRNA 発現量
の相対定量を行った。ヒトの各臓器の total RNA（コスモバイオ）を ReverTra Ace を用いて
cDNAに逆転写した。この cDNAを鋳型として、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）
を用いて、PMAT 特異的なプライマーにより PCR 反応を行った（7300 Fast Real-Time PCR 
System, Applied Biosystems）。プライマー配列は以下の通りである。 
 
forward primer: 5’- GTGGCTGCAGCTCTTCTCTC -3’ 
reverse primer: 5’- CCGTGTACCCGTAGAAGC -3’ 
 
 各臓器における PMAT の mRNA の相対発現量を算出した。また、鋳型としての cDNA の
サンプル濃度の補正のために、GAPDH について、real-time PCR 評価を行った。用いたプラ
イマーは、以下のとおりである。 
 
forward primer: 5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ 
reverse primer: 5’-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’ 
 
GAPDH についても、各臓器での mRNA の相対発現量を算出した。各臓器について、PMAT
の mRNA の相対発現量を GAPDH の mRNA の相対発現量で除することによりサンプル中
cDNA 濃度に関する補正を行い、脳での値を 1 として相対値を算出した。さらに、解離曲線
及び cDNA の代わりに water を入れた NTC（non-template control）において非特異的な増幅
がみられないことから、増幅の特異性を確認した。 
 
2-7. Western blot 解析 
 
 FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 の安定共発現細胞を 24 well プレートに 2 × 105 cells/well と
なるように播種し、2 日間培養したものを用いた。氷冷したリン酸緩衝生理食塩水（PBS, 137 
mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.5）で細胞を 3 回洗浄した後、
lysis buffer（50 mM tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris), 8 M urea, 1% SDS）で可溶化し、
細胞を回収した。次に、超音波処理により破砕し、遠心分離（13000 rpm、5 分）を行い、上
清を回収し、sample buffer（100 mM Tris-HCl（pH 6.8）, 4% SDS, 50 mM DTT, 0.2% bromophenol 
blue）に溶解させ、サンプルとした。このサンプルから、15% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis（SDS-PAGE）にて目的のタンパク質を分離した。 
SDS-PAGE ゲルを transfer buffer（25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.3 mM SDS, 15% methanol）
に浸し、Immun Blot PVDF membrane（Atto, Tokyo, Japan）へ転写を行った。ゲルの大きさに
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応じて 2 mA/cm2 で 90 分間転写した。その後、PVDF membrane を Tris buffered saline（10 mM 
Tris, 150 mM NaCl）with 0.1% Tween 20（TBS-T）で洗浄し、5%スキムミルク TBS-T で 1 時
間ブロッキングを行った。 
FLAG-PMAT の検出には、1 次抗体として anti-DYKDDDDK mouse monoclonal antibody（lot 
number_LAQ6114, WAKO）を用いた。これを、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 
1（TOYOBO）で 1000 倍に希釈した溶液に浸し（1 時間）、室温で静置した。その後、TBS-
T buffer で洗浄したのち、anti-mouse IgG (whole molecule)-peroxidase（produced in goat, affinity 
isolated antibody, lot number, SLBC3207, Sigma-Aldrich）を 2 次抗体として Can Get Signal 
Immunoreaction Enhancer Solution 2（TOYOBO）で 1×104 倍希釈した溶液に浸し、室温で 1 時
間静置した。その後、Immobilon western chemiluminescent HRP substrate（Millipore, Billerica, 
MA, U.S.A.）を用いて発色させ、LAS3000-mini（Fujifilm, Tokyo, Japan）によりバンドを確認
した。 
GFP-OCT1 の検出には、anti-GFP rabbit polyclonal IgG-HRP-DirecT（lot number_003、MBL、
Nagoya、Japan）を用いた。これを、Solution 2 で 1000 倍希釈した溶液に浸し、室温で 1 時
間静置した。その後、Immobilon western chemiluminescent HRP Substrate を用いて発色させ、
バンドを確認した。 
 また、各サンプルにおけるタンパク量の指標として β-actin の検出を行った（ローディン
グコントロール）。一次抗体として monoclonal anti-β-actin（antibody produced in mouse, clone 
AC-15, Sigma-Aldrich）を Solution 1 で 1000 倍に希釈したもの、2 次抗体として anti-mouse 
IgG (whole molecule)-peroxidase を Solution 2 で 10000 倍希釈したものを用いた。 
 
2-8. FLAG-PMAT 及び GFP-OCT1 の細胞内局在の解析 
 
 経細胞輸送評価の場合と同様の方法で培養した細胞を用いた。まず、FLAG-PMAT 及び
GFP-OCT1 安定共発現細胞を PBS で 3 回 wash した。次に、4% paraformaldehyde を含む PBS
（PFA-PBS）を apical 側に 0.5 mL、basal 側に 1.5 mL 加えて 15 分処理することで細胞を固
定した。PFA-PBS を吸引後、氷冷 PBS を apical 側に 1 mL、basal 側に 3 mL 加えて 5 分静置
することで細胞を洗浄した。これを三回繰り返した。以降の細胞洗浄はこの方法で行った。
続いて 0.1v/v% triton X-100 を含む PBS（triton-PBS）を apical 側に 0.5 mL、basal 側に 1.5 mL
加えて 30 分処理することで細胞膜透過処理を行った。Triton-PBS を吸引し、細胞を 3 回洗
浄後、0.1 w/v% BSA を含む PBS（BSA-PBS）を apical 側に 0.5 mL、basal 側に 1.5 mL 加え
て 1 時間静置し、ブロッキングを行った。BSA-PBS を吸引し、anti-DYKDDDDK mouse 
monoclonal antibody（lot number_LAQ6114、WAKO）を PBS で 200 倍希釈した溶液を apical
側に 0.15 mL、basal 側に 0.45 mL 加えて 60 分間反応させた。3 回洗浄後、anti-mouse IgG Fab2 
Alexa Fluor® 546 Molucular Probes （Cell Signaling Technology Japan, Tokyo, Japan）を PBS で
400 倍に希釈した溶液を apical 側に 0.15 mL、basal 側に 0.45 mL 加えて室温で 60 分間反応
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させ、一次抗体を標識した。3 回洗浄後、核染色用の DAPI（1 µM）を含むグリセロール: PBS 
= 9:1 のマウント液を用いて、細胞をスライドガラスにマウントした。以上の手順で FLAG-
PMAT を免疫蛍光標識し、GFP-OCT1 及び免疫蛍光標識された FLAG-PMAT を蛍光観察し
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Vmaxは最大取り込み速度、KmはMichaelis定数（mM）である。非線形最小 2 乗法プログラ
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v0 は阻害剤非存在下での取り込み速度、n は Hill 係数、i は阻害剤濃度(µM)、CF はコント














KK    (5) 
 
 ここで、Km,0 は阻害剤非存在下での Km、Km,iは阻害剤存在下での見かけの Kmである。 
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データは原則として平均値 ± 標準誤差として示した。2 群間の比較には Student’s t-test を
用いた。多重比較を要する場合には、ANOVA の後に Dunnet’s test を用いた。多群比較には、
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